
 黄瑜 等/雏番鸭细小病毒 VP3 蛋白的原核表达及增殖病毒的检测 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn January 25, 2015, 31(1): 65−74 
DOI: 10.13345/j.cjb.140150 ©2015 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: March 14, 2014; Accepted: May 26, 2014 
Supported by: Shanghai Technological Innovation Action Plan (No. 12231204502). 
Corresponding author: Yuanshu Zhang. Tel: +86-25-84396763; E-mail: zhangyuanshu@njau.edu.cn 

Zhen Li. Tel: +86-21-62200389; E-mail: zhenli60@163.com 
∗ These authors contributed equally to this study. 
上海科技创新行动计划 (No. 12231204502) 资助。 
网络出版时间：2014-06-16        网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/doi/10.13345/j.cjb.140150.html 

65生 物 工 程 学 报  

                                                               

雏番鸭细小病毒 vp3基因的原核表达及增殖病毒的
检测 

黄瑜 1*，朱于敏 2*，董世娟 2，于瑞嵩 2，张源淑 1，李震 2 

1 南京农业大学 农业部动物生理生化重点开放实验室，江苏 南京  210095 

2 上海市农业科学院畜牧兽医研究所 上海市农业遗传育种重点实验室，上海  201106 

黄瑜, 朱于敏, 董世娟, 等. 雏番鸭细小病毒 vp3 蛋白的原核表达及增殖病毒的检测 . 生物工程学报, 2015, 31(1): 

65–74. 
Huang Y, Zhu YM, Dong SJ, et al. Prokaryotic expression of vp3 gene of Muscovy duck parvovirus, and its antiserum 
preparation for detection of virus multiplication. Chin J Biotech, 2015, 31(1): 65–74. 

摘  要 : 近年来，番鸭细小病毒出现新的流行趋势，估计与病毒基因变异有关，因此针对新流行毒株研发新

的检测方法很有必要。本研究根据番鸭细小病毒 (MDPV) 2012 年分离株 SAAS-SHNH 的全基因序列，设计了

一对特异性引物，利用 PCR 技术扩增全长 vp3 基因，经鉴定正确后，进行同源性比对分析，同时将其克隆到

PET28a 载体，构建成 PET28a-VP3 原核表达载体，经转化及 IPTG 诱导后，SDS-PAGE 电泳和 Western blotting

分析，表达出与预期大小相符的 63.1 kDa 的蛋白，该蛋白可与临床采集的免疫过 MDPV 的番鸭血清结合，说

明该蛋白可用于 MDPV 的血清学检测。将纯化后蛋白免疫新西兰大白兔，制备兔源 MDPV-VP3 蛋白的多克隆

抗体，制备的兔源血清能够与 MDPV 疫苗弱毒株及 J3D6 株 VP3 蛋白发生特异结合；MDPV 感染原代鸭胚成

纤维细胞 (DEF) 后，利用兔源血清作为一抗进行免疫荧光分析 (IFA) 分析，在 DEF 细胞核和细胞质内均能

检测到 VP3 蛋白，表明利用 VP3 蛋白制备的抗血清可以用于 MDPV 免疫荧光分析细胞增殖病毒的检测。这为

今后 MDPV 的快速检测提供了技术基础。 

关键词 : MDPV，vp3 基因，原核表达，纯化，免疫荧光分析  
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Prokaryotic expression of vp3 gene of Muscovy duck 
parvovirus, and its antiserum preparation for detection of 
virus multiplication 
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Abstract:  New epidemic broke out in recent year which was suspected to be caused by variant Muscovy duck parvovirus 
(MDPV). For this reason, new MDPV detection methods are needed for the new virus strains. In this study, a pair of 
primers were designed according to the full-length genome of MDPV strain SAAS-SHNH, which were identified in 2012, 
and were used to amplify the vp3 gene of MDPV by polymerase chain reaction. After being sequenced, the vp3 gene was 
subcloned into the prokaryotic expression vector PET28a. The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21 and 
induced with IPTG. SDS-PAGE and Western blotting analysis showed the MDPV vp3 gene was successfully expressed. 
After being purified by Ni2+ affinity chromatography system, the recombinant protein was used as antigen to immunize 
rabbits to obtain antiserum. Western blotting analysis showed that the acquired antiserum could react specifically with VP3 
protein of J3D6 strain and MDPV vaccine strain. The antiserum could also be used for detection of cultured MDPV from 
primary duck embryo fibroblasts by immune fluorescence assay (IFA). It could be concluded that the VP3 protein and its 
antibody prepared in the research could be used for detection of VP3 antiserum and antigen respectively. 

Keywords:  MDPV, vp3 gene, prokaryotic expression, purification, immune fluorescence assay 

雏 番 鸭 细 小 病 毒 病  (Muscovy duck 

parvovirus disease, MDPD)，是由雏番鸭细小病

毒 (Muscovy duck parvovirus, MDPV) 引起的

一种急性、败血性传染病，该病主要发生于    

3周龄以内的番鸭，又称三周病[1]。MDPV的主

要临床症状是喘气、厌食、腹泻、脱水及迅速

消瘦[2]。该病传播快，发病率、死亡率都很高，

是造成番鸭养殖中经济损失的主要传染病之   

一[3-4]。1991年由我国的林世棠最先报道，该病

也在福建省莆田、福州等地的雏番鸭群中造成

大量死亡，经济损失极为严重[5-8]。2012年，上

海及周边暴发了严重的番鸭细小病毒疫病。这

次疫病发病急，病鸭死亡率高达 50%，而发病

前，这群番鸭已免疫过三周病、小鹅瘟二联弱

毒活疫苗。因为持续使用疫苗会造成长期免疫

压力，导致病原基因变异[9-11]。为此，我们进行

了 MDPV 的病原分离并对其做了全基因序列检

测 ， 新 分 离 病 毒 株 命 名 为 SAAS-SHNH 

(GenBank Accession No. KC_171936.1)。 

MDPV 为细小病毒科细小病毒亚科依赖病

毒 (Dependovirus) 属成员，为单股、线性 DNA

病毒[12]。MDPV 基因组两端为回文序列折叠形

成的发夹结构，中间的编码含有两个开放阅读

框 (Open reading frame，ORF)[13]，左侧编码非

结构蛋白 NS1和 NS2，右侧 ORF编码核衣壳蛋

白 VP1、VP2和 VP3[14]。vp2和 vp3基因编码的
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氨基酸位于 vp1内部，这 3种 vp基因的起始密

码子的位置不同，但三者共用同一个终止密码

子。VP2和 VP3是主要的结构蛋白，而 VP3蛋

白在 3 种结构蛋白中含量最高，能够在感染

MDPV的水禽中诱导产生中和抗体[15-16]。因此，

VP3蛋白常被用来检测 MDPV的特异性抗体。 

针对 2012 年上海暴发的番鸭细小病毒疫

病，本研究利用原核系统表达了 SAAS-SHNH

株的 VP3 蛋白，纯化后免疫新西兰大白兔制备

抗血清。VP3 蛋白的高效表达及兔源血清的制

备为建立灵敏、快速的抗原抗体检测方法奠定

了技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源 

番鸭细小病毒病料，取自于 2012年 5月上

海郊区一番鸭养殖场。MDPV J3D6株 VP3蛋白

由哈尔滨兽医研究所水禽课题组赠送。MDPV

疫苗株由本实验室保存。清洁级青年雄性新西

兰大白兔，体重为 2.5 kg，购自上海斯莱克实验

动物中心，在动物房饲养一周后免疫。 

1.1.2  主要试剂 

PrimeSTAR HS DNA聚合酶等各种 PCR反

应试剂 DNA T4 DNA连接酶购自 TaKaRa公司。

PJET1.2/blunt 载体试剂盒以及限制性内切酶购

自美国 Thermo scientific公司。鼠源 His单抗购

自联邦生物公司。HRP 标记山羊抗兔二抗购自

Solarbio公司。Alaxe488标记山羊抗兔二抗购自

上海康稳生物科技有限公司。HRP 标记山羊抗

鸭二抗够自于 KPL公司。PET28a原核表达载体

和质粒 PXXGST-VP3 均由本实验室保存。其他

试剂均为进口或国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  引物的设计与合成 

根据 SAAS-SHNH 株全基因组 (GenBank 

Accession No. KC_171936.1) 的 vp3 全基因   

(1 605 bp) 序列，通过 primer5.0软件设计两对

特异性引物。引物 1两端 (5′端和 3′端) 分别添

加 NheⅠ和 XhoⅠ酶切位点，引物序列表 1 (小

写部分是酶切位点)。引物由上海生工生物有限

公司合成。 

1.2.2  DNA提取和 PCR扩增 

将死亡番鸭组织病料 (胰腺、脾脏)，用灭

菌镊子剪碎，研磨，用 Axyprep DNA提取试剂

盒提取 DNA，取适量用作 PCR模板。 

PCR的反应体系：5×PrimeSTAR缓冲液 10 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L each) 4 μL，上下游引物 (引

物 1) 各 1 μL，模板 8 μL，PrimeSTAR HS DNA

聚合酶 (2.5 U/μL) 1 μL，加 ddH2O补至 50 μL。

PCR扩增条件为：94 ℃预变性 5 min；94  30 s℃ ，

55  30 s℃ ，72  120 s (35℃ 个循环)；72 ℃延伸

10 min。产物进行凝胶电泳的鉴定后，DNA胶回

收试剂盒回收目的片段并连接至 PJET1.2/blunt 
 

表 1  引物 DNA 序列 
Table 1  Primers and their DNA sequences 

Prime name Primer sequence (5′–3′) Restriction enzyme 
Forward 1 
Reverse 1 
Forward 2 
Reverse 2 

CTAgctagcATGGCAGAGGGAGGAAG 
CCGctcgagTTACAGATTCTGAGTCAAAT 
ATGAACATGGGTGGTATGATT 
ACTAGAATGCACTCCGGTCAT 

NheⅠ 
XhoⅠ 

The small letters denote restriction sites. 
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载体，产物转化 Top 10；阳性克隆经 PCR、酶

切和测序鉴定正确后命名为 PJETa-VP3 (引物 1

扩增)。 

1.2.3  构建原核表达质粒及诱导表达 

阳性质粒 PJETa-vp3经 NheⅠ和 XhoⅠ双酶

切，目的片段回收后，与同样双酶切回收的

PET28a 载体 22 ℃连接 1 h，连接产物转化   

Top 10，阳性克隆经 PCR、酶切和测序鉴定正

确后命名为 PET28a-VP3。 

1.2.4  重组质粒 PET28a-vp3的诱导表达及纯化 

阳性质粒 PET28a-vp3 转化 BL21，挑取单

菌落接种至含有 50 μg/mL Kanamycin的 LB培

养基中，37 ℃培养过夜。次日接种 (1∶100) 于

相同培养基，37 ℃培养至 OD500值为 0.5时加入

1 mmol/L IPTG，将诱导表达后菌体进行超声破

碎后，8 000 r/min离心 10 min收集沉淀并用变

性缓冲液溶解，Ni2+亲和层析纯化目标蛋白，对

纯化后的蛋白进行 SDS-PAGE电泳分离后，KCl

染色液染色，准确切下含有目的蛋白的凝胶条

带加入 PBS后研磨，电泳后吸取上清，用 PEG 

20000浓缩蛋白，测定蛋白浓度，–20 ℃保存。 

1.2.5  目的蛋白的鉴定 

将制备的带有His-tag标签的 VP3重组蛋白 

(简称 VP3-his) 与 anti-His 单抗 (1∶4 000) 以

及 MDPV 疫苗免疫血清  (1∶ 1 000) 进行

Western blotting鉴定。 

1.2.6  获得抗血清 

将纯化后的 VP3-his重组蛋白 1 mL (1 mg)，

加入等体积弗式完全佐剂乳化制备成油乳疫

苗，经皮下多点免疫 2 只新西兰大白兔，第一

次免疫后 14 d，将蛋白与等体积弗式不完全佐

剂混合，制成油乳剂苗加强免疫，过 28 d 和   

42 d后进行第 3、4次加强免疫。第 4次免疫后

7 d采血，收集血清。PBS免疫组作为对照。 

1.2.7  Western blotting和 dot blotting鉴定兔

抗 VP3蛋白多克隆抗体 

将制备的兔抗 VP3蛋白多克隆抗体与 J3D6

株 VP3 蛋白及本实验室保存的带有 GST 标签 

(PXXGST载体) 的VP3蛋白 (简称VP3-gst) 进

行 Western blotting分析；将 VP3蛋白多克隆抗

体与 MDPV疫苗株进行 dot blotting分析。 

1.2.8  细胞免疫荧光 (IFA) 抗体染色分析 

将在番鸭胚尿囊液中传至 10代后的MDPV 

SAAS-SHNH 株感染原代鸭胚成纤维细胞 

(Duck embryo fibroblasts，DEF)，DEF的制备方

法参考阮二垒等的方法[17]。DEF传至 10代，将

在二氧化碳培养箱中培养 5 d的 DEF细胞取出，

用 PBS漂洗细胞 1次，后用 3.7%甲醛溶液在室

温下将细胞固定 15 min，PBS 漂洗细胞 2 次；

用 0.1% Triton-X100室温下处理细胞 5 min使细

胞膜穿孔，用含 5% FCS 的封闭液室温作用   

30 min。用稀释 200倍的兔血清与细胞 37 ℃结

合 45 min，血清用含 0.1% Tween-20的 PBS稀

释；用含 0.1% Tween-20的 PBS漂洗细胞 3次，

用 Alexa488标记二抗 37 ℃与细胞反应 45 min，

第二抗体稀释 400 倍，稀释方法同一抗；用含

0.1% Tween-20 的 PBS 漂洗细胞 3 次。用稀释   

1 000 倍的 DAPC 试剂与细胞结合 15 min，用

PBS漂洗 3次，后用 FluroSave Reagent封片，

荧光显微镜下观察。 

2  结果 

2.1  SAAS-SHNH 株 VP3 序列分析 
将扩增的 SAAS-SHNH 株 vp3 全基因序列 

(1 623 bp) 克隆到 PJET1.2/Blunt载体，转化后

保菌并测序，并将 vp3 基因与 GenBank 上登录
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的 MDPV vp3基因 (GenBank登录号见图 1) 核

苷酸序列比对后显示同源性为 85.1%–86.0% (结

果 未 显 示 )； 氨 基 酸 序 列 比 对 同 源 性为

90.8%–91.9%，其中与法国株 89384 (GenBank

登录号：Z68272.1) 的同源性最高，结果见图 1。 

2.2  PET28a-VP3 重组质粒的构建和鉴定 
将保持的阳性克隆经双酶切鉴定正确后经

NheⅠ和 XhoⅠ双酶切，克隆到 PET28a 原核表

达载体，阳性质粒经酶切鉴定并进行确证性序

列测定，表明目的基因克隆到载体的预期位置，

重组质粒 PET28a-VP3构建成功。 

2.3  VP3-His 的表达鉴定 
PET28a-vp3 经 IPTG 诱导后，在 63.1 kDa

处有一特异性条带，推测为 VP3-his表达，结果

见图 2。经过分析蛋白以包涵体的形式表达 (结

果未显示)。 
 

 
 

图 1  MDPV VP3 氨基酸序列的同源性分析 
Fig. 1  The homology analysis of VP3 amino acid sequence of MDPV. 
 

 
图 2  VP3-His 在 BL21 中的表达分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of protein expression by E. 
coli BL21 carrying vector PET28a-VP3. M: protein 
molecular weight standard; 1: expression by BL21 
carrying the empty vector PET28a; 2: expression by 
BL21 carrying the vector PET28a-VP3. Arrow 
indicates the assumed VP3-His band. 

2.4  目的蛋白的鉴定 
Western blotting 分析发现诱导表达的 VP3

蛋白能够与 anti-His 单抗和番鸭细小病毒阳性

血清发生反应，结果如图 3所示。 

2.5  多克隆抗体分析 
Dot blotting结果显示，研究制备的 VP3蛋

白兔多克隆抗体能与 MDPV 疫苗株发生免疫交

叉反应 (图 4)。 

研究发现制备的 VP3 蛋白兔多克隆抗体能

与 MDPV J3D6 株 VP3 蛋白产生特异性杂交反

应 (图 5)。 

为进一步验证试验制备的兔多克隆抗体与

VP3蛋白的特异结合能力，将试验获得的兔源血清

与本实验室保存的带 GST 标签 (PXXGST 载体) 
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图 3  VP3-His 的 Western blotting 鉴定 
Fig. 3  Western blotting analysis of VP3-His protein using anti-His monoclonal antibody and serum from vaccinated 
Muscovy duck. (A) Detection of VP3-His by Western blotting with anti-His Mab. M: protein molecular weight standard; 1: 
SDS-PAGE analysis of proteins expressed by E. coli carrying vector PET28a-VP3; 2, 3: detection of purified VP3-His by 
Western blotting with anti-His Mab; 4: detection of unpurified VP3-His by Western blotting with anti-His Mab. (B) 
Detection of the purified VP3-His by Western blotting with anti-MDPV sera. M: molecular weight marker; 1: SDS-PAGE 
analysis of purified VP3-His; 2: detection of the purified VP3-His by Western blotting with anti-MDPV sera.  
 

 
 

图 4  兔多克隆抗体的 dot blotting 分析 
Fig. 4  Dot blotting analysis of rabbit polyclonal 
antibody using traditional MDPV strain. 1: PBS control; 
2: MDPV vaccine strain (Traditional MDPV strain). 
 

 
 

图 5  兔多克隆抗体与 J3D6 株 VP3 蛋白的 Western 
blotting 分析 
Fig. 5  Western blotting analysis of rabbit polyclonal 
antibody with VP3 protein of MDPV J3D6 strain. M: 
protein molecular weight standard; 1: SDS-PAGE of 
expressed proteins by PET32a; 2: protein expression by 
PET32a-VP3 (MDPV J3D6) after induction. 3: Western 
blotting of empty vector PET32a expression with the 
rabbit polyclonal antibody; 4: Western blotting of 
PET32a-VP3 with the rabbit polyclonal antibody. The 
arrow indicate the PET32a-VP3 band assumed. 

的菌体蛋白 (VP3-GST) 作 Western blotting 分

析，结果表明兔血清多抗能够与 VP3-GST特异

性杂交反应 (图 6)。 

2.6  免疫荧光试验 
对原代 DEF中增殖的病毒进行 IFA分析后，

经过荧光显微镜可以观察到绿色荧光信号，结果

表明，MDPV VP3蛋白存在于细胞质中，也有一
部分的病毒蛋白位于细胞核，结果如图 7显示。 

 

 
 

图 6  VP3-GST 蛋白兔多克隆抗体的 Western 
blotting 鉴定 
Fig. 6  Western blotting analysis of rabbit polyclonal 
antibody with VP3-GST. M: protein molecular weight 
standard; 1, 2: SDS-PAGE of PXXGST and PXXGST- VP3 
expression; 3, 4: Western blotting of PXXGST and 
PXXGST-VP3 with rabbit polyclonal antibody. 
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图 7  DEF 中 VP3 蛋白免疫荧光试验的检测 
Fig. 7  Detection of VP3 protein by indirect immunofluorescence assay on DEF infected with SAAS-SHNH. (A) 
non-infection negative control of primary duck embryo fibroblasts (DEF), which was not infected with MDPV and 
IFA was made using rabbit polyclonal antibody as first antibody. (B) DEF in A was double stained with DAPI. (C) B 
was merged into A. (D) DEF was infected with MDPV and IFA was made using rabbit polyclonal antibody as first 
antibody. (E) DEF in D were double stained with DAPI. (F) E was merged into D. Positive signals of VP3 were 
mostly found in the cytoplasm. 

 

3  讨论 

番鸭细小病毒有 3 种结构蛋白，研究表明

VP3是主要的衣壳蛋白，约占总蛋白的 80%[18]。

细小病毒的结构蛋白 (VP1，VP2和 VP3) 可刺

激机体产生中和抗体，通过体外表达细小病毒

的结构基因，制备重组抗原和相对应抗体，可

用于细小病毒的检测和该病的诊断[19-20]。 
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本研究通过扩增 SAAS-SHNH株 vp3基因，

与 GenBank登录的 6株 MDPV vp3基因的氨基

酸序列比对，发现它们的氨基酸序列同源性仅

为 90.8%–91.9%，与法国株 89384毒株的同源性

最高，该毒株由 Le Gall RG等[15]于 1996年分离

得到；6 株 MDPV vp3 基因氨基酸同源性达到

97.8%–99.4%。对 SAAS-SHNH株 vp3基因进行

序列分析，vp3全基因第 100–1 140 nt位与鹅细

小病毒 (GPV) GDaGPV株[21]基因发生重组，占

了 vp3全基因的 70% (未发表)。 

根据分离到的 MDPV SAAS-SHNH株基因

组序列，用 PET28a 原核表达载体，对 MDPV 

VP3 蛋白进行了原核表达，并纯化制备得到抗

血清，血清效价较高为 1:1×105。经 SDS-PAGE

与 Western blotting分析，表达的重组 VP3蛋白

能够与番鸭阳性血清结合良好，说明表达的VP3

蛋白可用于 MDPV 的血清学检测；经 Western 

blotting分析发现制备的兔血清不仅能与研究中

新分离 SAAS-SHNH 株 VP3 蛋白 (带 gst 标签)

结合，而且能与 MDPV J3D6 株 VP3 蛋白以及

病毒疫苗株特异性结合，提示制备的免疫血清

不仅可以有效地检测到 SAAS-SHNH株 VP3 蛋

白，而且可以检测传统毒株的 VP3 蛋白。黎明

等[22]预测了MDPV衣壳蛋白线性表位的优势区

域，其中 VP3 蛋白的优势线性表位为 91−97，

本实验室获得的 SAAS-SHNH株 VP3 蛋白的优

势表位未发生改变，这可能是免疫血清与

MDPV疫苗株具有交叉反应的原因。 

MDPV 进行初代分离只能在鹅胚或番鸭胚

上复制，而且其胚体适应毒能在鹅胚、番鸭胚

等制成的纤维细胞上增殖[17]。因此，我们将经

番鸭胚传至 10代后的病毒接种到原代 DEF，与

正常原代 DEF细胞相比，病毒感染后的细胞形

态变差，细胞变长、变细。对于MDPV在细胞中

的分布，不同研究者的结果不一致[23-25]。Yin等[23]

研究过水禽细小病毒 VP3 蛋白在细胞中的分

布，病毒 VP3 蛋白主要位于细胞核中，在核仁

中不存在病毒 VP3，仅有少量的病毒蛋白位于

细胞质中。Marin Alexandrov等[24]研究发现，病

毒颗粒不仅存在于细胞核中，在一些阳性细胞

的细胞质中也能够发现大量颗粒状的病毒。本

研究通过 IFA 实验也发现 VP3 病毒蛋白不仅位

于细胞核，也存在于细胞质中，其分布现象和

机理有待进一步试验探索。 

在本研究中，构建 MDPV VP3原核表达载

体，对 VP3 蛋白进行原核表达，表达的蛋白与

番鸭阳性血清能够特异性杂交；获得的抗血清，

可用于 MDPV 疫苗株和细胞病毒增殖的检测。

研究为 MDPV 流行毒株的抗原抗体检测和进一

步的深入研究积累了技术基础。 
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